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POPIS KRATICA

KBC klini¢ki bolnic¢ki centar

MGG bojanje bojanje uzoraka po May-Grinwald-Giemsi

Papa bojanje bojanje uzoraka po Papanicolaou

PUNLMP papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala (engl.

papillary urothelial neoplasm of low malignant potential)

LGPUC papilarni karcinom prijelaznog epitela niskog stupnja (engl. low-grade
papillary urothelial carcinoma)

HGPUC papilarni karcinom prijelaznog epitela visokog stupnja (engl. high-
grade papillary urothelial carcinoma)

CIS karcinom in situ (engl. carcinoma in situ)

N/C omjer omjer jezgre i citoplazme



1. Uvod

1. UvOD

Rak mokraénog mjehura najcesc¢i je karcinom mokraénog sustava. Sedmi je najceséi
karcinom kod muskaraca i sedamnaesti kod zena. Godisnja incidencija u svijetu iznosi 9 na
100.000 za muskarce te 2 na 100.000 za zene. U Europskoj uniji godiSnja incidencija za
muskarce iznosi 27 na 100.000, a za Zene 6 na 10.000 (1). Najcesce se javlja u dobi izmedu
50 1 70 godina, trostruko ¢es¢e u muskaraca (2). Najveci dio karcinoma mokraénog mjehura,
¢ak 90 %, podrijetla su stanica prijelaznog epitela, 5 % od plocastih stanica te 5 % mijesanih

karcinoma. Adenokarcinomi mokra¢nog mjehura javljaju se s izrazito niskom ucestaloscu (3).

1.1. Prijelazni epitel - urotel

Prijelazni epitel ili urotel posebna je vrsta epitela koja iznutra oblaze gotovo cijeli
urotrakt. Oblaze izvodne mokraéne putove, mokra¢ovode, mokraéni mjehur i najveéi dio
mokraéne cijevi, ¢ineéi tako epitelnu cjelinu od bubrega do samog kraja mokraéne cijevi, koja
funkcionira kao jedinstvena spojena posuda. Prijelazni se epitel sastoji od 3 do 7 slojeva
stanica na tankoj bazalnoj membrani ispod koje se nalazi lamina propria. Prijelazni epitel i
lamina propria ¢ine mukozu. Ispod se nalazi vezivni sloj, submukoza te potom misi¢ni sloj —
detruzor mokra¢nog mjehura koji se sastoji od tri sloja miSica: unutarnji longitudinalni,
srednji cirkularni te vanjski longitudinalni (4, 5). Prijelazni je epitel podlozan malignoj
alteraciji i nacelno razlikujemo urotelne karcinome gornjeg i donjeg urotrakta. Unutar donjeg
urotrakta posebna razlika, ne samo u anatomskom, nego i klinickom pa i prognostickom
smislu, ¢ini se izmedu karcinoma mokra¢nog mjehura i karcinoma mokraéne cijevi. Osim u
anatomskoj lokalizaciji, karcinomi prijelaznog epitela nacelno se klinicki dijele na dvije vrste:
miSi¢no neinvazivne (nekada zvani povrSinski ili superficijalni) 1 miSi¢no invazivne
(infiltrativni) karcinomi (4). MiSi¢no neinvazivni karcinomi prijelaznog epitela zahvacaju
povrsinske slojeve stijenke uretera ili mjehura bez prodora u misiéni sloj (muscularis propria).
Oni ¢ine 80 % svih slucajeva karcinoma prijelaznog epitela. Medutim, ovi tumori mogu
recidivirati i progredirati. Recidiv podrazumijeva ponovno javljanje nakon transuretralne
resekcije, zbog ¢ega se ovi bolesnici moraju pomno nadzirati. Infiltrativni karcinom mjehura

prodire u misic¢ni sloj, probija cijelu stijenku mjehura ili infiltrira (prozima) okolne strukture.
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Takav tumor ulazi u sloj obilne limfne 1 krvozilne drenaze mokraénog mjehura, Sto mu

omogucava metastaziranje u zdjelicne limfne ¢vorove te udaljene organe (6).

1.1.1. Tumori prijelaznog epitela

Tumori su prijelaznog epitela mokracnog mjehura histoloski klasificirani u dvije
skupine: papilarne i nepapilarne (ravne) tumore. U papilarne tumore mokra¢nog mjehura
ubrajamo: papilom, papilarnu urotelnu neoplazmu niskog malignog potencijala (engl.
papillary urothelial neoplasm of low malignant potential — PUNLMP), papilarni karcinom
prijelaznog epitela niskog stupnja (engl. low-grade papillary urothelial carcinoma — LGPUC)
I papilarni karcinom prijelaznog epitela visokog stupnja (engl. high-grade papillary urothelial
carcinoma — HGPUC) (7). U ravne ubrajamo karcinom in situ (engl. carcinoma in situ - CIS),

invazivne urotelne karcinome, invazivni karcinom ploc¢astog epitela i adenokarcinom (8).

1.2. Podjela karcinoma prijelaznog epitela niskog stupnja

Pariska klasifikacija za citologiju urina (engl. Paris System for Reporting Urinary
Cytology — TPS), u skladu s terminologijom upotrijebljenom u WHO/ISUP 2004 klasifikaciji,
karcinom prijelaznog epitela niskog stupnja (engl. low-grade urothelial carcinoma — LGUN)
podrazumijeva terminom koji oznacava papilarne urotelne neoplazme niskog stupnja
(LGPUN) (u koje spadaju urotelni papilom, PUNLMP i LGPUC), kao i ravne (plosnate)
urotelne neoplazme niskog stupnja malignosti. U citoloSkim uzorcima nije bitno razlikovati
navedene lezije, medutim znacajno je odvojiti ih od urotelnih karcinoma visokog stupnja

(engl. high-grade urothelial carcinoma - HGUC) i karcinoma in situ (CIS) (9).

1.2.1. Citoloski kriteriji karcinoma prijelaznog epitela niskog stupnja

Papilom prijelaznog epitela opisan je kao diskretna osjetljiva izraslina sa sredi$njom
fibrovaskularnom srzi gradenom od prijelaznog epitela, koja se ne razlikuje od normalnog

prijelaznog epitela (obi¢no ne deblja od 7 stanica). PUNLMP definiran je kao papilarni
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urotelni tumor koji je nalik na urotelni papilom s njeznom papilom, ali ima povecanu stani¢nu
gustoc¢u prijelaznog epitela urednog morfoloskog izgleda, obi¢no vise od 7 stanica debljine.
Citoloski, nuklearna atipija obi¢no nije prisutna ili je minimalna, iako jezgre mogu biti lagano
poveéane i izduzene u usporedbi s morfoloski urednima (9). LPGUC obi¢no su mali,
ograniCeni na prijelazni epitel, bez stromalne invazije i lijeCe se lokalnom ekscizijom.
Karakterizirani su tankim papilarnim listovima koji pokazuju ucestalo grananje, minimalnu
fuziju, uredan izgled i blage arhitekturalne varijacije. Kao suprotnost papilomu ili PUNLMP,
postoji blaga, ali prepoznatljiva nuklearna atipija, kao §to je varijacija u polaritetima, velicini,
obliku, rubovima jezgre i izgledu kromatina. Ravna intraurotelna neoplazija ravna je lezija
koja ima minimalni poremecaj arhitekture i izrazenost citoloskih atipija koje nisu dovoljno
ozbiljne za klasifikaciju u CIS. Ove lezije pokazuju promjenjiv i obi¢no vidljiv gubitak
polariteta. Jezgre mogu imati nepravilne rubove, lagano izmijenjen izgled kromatina,

neprimjetne nukleole i rijetke mitoze (9).

1.3. Klini¢ka slika karcinoma prijelaznog epitela

Najceséi i obi¢no pocetni simptom karcinoma prijelaznog epitela krv je u mokradéi -
hematurija. Javlja se u 85 % bolesnika (10). Uz nju se u oko 40 % bolesnika moze javiti bol
(11). Bol je uzrokovana je rastom tumora, zastojnim poremecajima derivacije mokrace ili
razvojem tumorskih metastaza. Oc¢ituje se kao tupa bol u bubregu razli¢ite jacine ili u obliku
bubreznih kolika, kojima obi¢no prethodi hematurija. Razvojem metastaza bol se pojavljuje u
kostima ili u organima napadnutim metastazama. Kao simptom bolesti pojavljuje se i oteklina
u 4 — 15 % bolesnika (11). Tumor je palpabilan kada infiltrira okolno tkivo ili kada se zbog
tumorozne opstrukcije izvodnih kanala bubrega razvijaju zastojne promjene i poveéa bubreg.

PoviSena temperatura i pove¢anje mokrenja posljedica su popratne infekcije (12).

1.4. Dijagnostika karcinoma prijelaznog epitela

Zapazi li se krv u mokraci, mora se posumnjati i na neku od novotvorina u urotraktu i
sto prije otkloniti ili dokazati sumnju. U tu se svrhu, uz uobicajenu laboratorijsku obradu te

citoloSki pregled urina, obavi ultrazvu¢ni pregled mokra¢nog mjehura i trbuha, kao i
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intravenska urografija. Cistoskopskim pregledom potvrdujemo novotvorinu, odredujemo joj
lokalizaciju i na osnovi njezina izgleda donekle procjenjujemo njezino biolosko ponasanje
(10). Nakon cistoskopskog postavljanja dijagnoze, indicira se transuretralna resekcija (TUR)
novotvorine. Transuretralnim putem novotvorina se ukloni u cijelosti, ako je to moguce, i
Salje na patohistoloSku analizu. Tek nakon patohistoloske analize dobivamo konacnu
patohistolosku dijagnozu, koja uklju¢uje stupanj tumora, koji zajedno s ostalim
dijagnostickim postupcima kojima se odreduje prosirenost bolesti, utje¢e na daljnje lijeenje i

prognozu (10).

1.4.1. Citologija urina

Citoloska pretraga sedimenta urina jednostavna je metoda pregleda urinarnog trakta.
Moze otkriti tumor bilo gdje unutar sustava obloZenog urotelom, od kaliksa, preko uretera do
mokraénog mjehura i proksimalne uretre. Budu¢i da se mokrenjem dobije veca koli¢ina
mokraée, stanice se moraju koncentrirati citocentrifugiranjem direktno na predmetno staklo.
Nakon toga slijedi susenje na zraku te bojanje po MGG (May-Griinwald Giemsa) ili uranjanje
u 95 % alkohol i bojanje po Papanicolaou metodi. Citoloska pretraga sedimenta urina i
interpretacija nalaza zahtijeva veliko iskustvo. Citolog proucava morfologiju stanica,
prvenstveno njezinu jezgru, prisutnost i izgled nukleola, citoplazmu, izgled nakupina stanica

te prisutnost patoloskih mitoza (13).

1.4.2. Vrste uzoraka - spontano izmokreni urin i urin dobiven

instrumentacijom

Uzorci urina za citolosku pretragu dijele se na slobodno izmokreni urin i urin dobiven
instrumentacijom. Veéinu uzoraka urina koje citolozi pregledavaju ¢ine spontano izmokreni
urini, ali ukoliko citolog dobije spontano izmokreni urin od pacijenta kojemu je upravo
ucinjena cistoskopija, taj urin morfoloski odgovara urinu dobivenom instrumentacijom. Dvije
se spomenute kategorije urina morfoloski razlikuju prije svega u celularnosti, jer su stanice u
slobodno izmokrenom urinu dobivene spontanom deskvamacijom te je celularnost takvih

uzoraka slaba, osim u sluc¢ajevima kada je ista pojacana zbog prisutnosti bolesti (14).
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Za citoloSku analizu preporuka je koristiti prvi jutarnji urin (Sto je drugi urin izmokren
nakon ustajanja, za razliku od prvog urina Koji pacijent izmokri, koji je zapravo noéni urin).
Ako nije moguce uzorkovati prvi jutarnji urin, preporuka je radije uzeti bilo koji urin tijekom
dana, nego no¢ni urin, jer dugotrajno stajanje stanica u urinu tijekom no¢i dovodi do
degenerativnih promjena koje otezavaju analizu. Uzorci se najceS¢e uzimaju tri dana
uzastopno (14). Ujutro nakon ustajanja potrebno je popiti ¢asu vode, mokriti te obaviti
temeljitu higijenu spolovila; oprati vanjsko spolovilo toplom vodom i sapunom te osusiti
papirnatom maramicom (14, 15). Potrebno je do¢i u ustanovu gdje se pretraga vrsi. Urin se
daje na odjelu za citologiju, a ne donosi od kuce. U iznimnim slu¢ajevima (slabo pokretni
pacijent) moze se prihvatiti urin uzet kod kuce, uz uvjet da se vrijeme od uzimanja urina do
donosenja istog na citologiju skrati na najmanju mogucu mjeru (optimalno do pola sata) (14).

Urini dobiveni instrumentacijom ukljucuju Kkateterizirani urin (kateterizacija

mokraénog mjehura ili pojedinih uretera), ispirke mokraénog mjehura, desnog i lijevog
uretera te uzorke uretera, uretre ili mokraénog mjehura dobivene Cetkanjem. Ispirak moze biti
uzet iz bilo kojeg dijela urinarnog trakta, iako je to u praksi najces¢e mokra¢ni mjehur. Ispirci
¢ine najosjetljiviju citolosku metodu u detekciji malignoma urotrakta (14).
Nedostatak uzimanja ispirka invazivnost je metode i moguce reaktivne promjene stanica koje
mogu izgledati poput displasti¢nih ili tumorskih stanica, a posljedica su instrumentalne
manipulacije (16). Nedostatci tehnike ¢etkanjem su bol, potreba za uporabom anestezije i
artefakti (14, 16).

1.4.3. Citoloski kriteriji za LGUN

Dijagnozu se LGUN-a moze postaviti isklju¢ivo uz nalaz trodimenzionalnih papilarnih
nakupina stanica koje su definirane kao nakupine stanica unutar kojih postoji preklapanje
jezgara i stvaranje papila s fibrovaskularnim centrom (17).

Dijagnozu se LGUN-a moze razmotriti i u sljede¢im situacijama, iako bi takve uzorke
trebalo kategorizirati u skupinu negativnih za karcinom urotela visokog stupnja (NHGUC):
ako nalazimo trodimenzionalne nakupine stanice bez fibrovaskularne jezgre te ako je uvecan
broj pojedina¢nih monotonih ne-kisobranastih stanica (18).

Obiljezja poput citoplazmatske homogenosti, blage nepravilnosti jezgrene membrane i

poveéanog omjera jezgre i citoplazme svojstva su LGPUC-a (19), ali mogu biti povezane i s
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HGUC-om (20) te ukoliko ne postoje ostala obiljezja HGUC-a, svrstavaju se u kategoriju
NHGUC-a.

1.5. Dijagnosti¢ke pogreske

Dijagnosti¢ke pogreske u dijagnozi karcinoma prijelaznog epitela mogu nastati kao
posljedica reaktivnih stanja, infekcija, dijagnosticko-terapijskih postupaka te se mogu
podijeliti u lazno negativne i lazno pozitivne nalaze. Broj lazno pozitivnih nalaza u uroloskoj
citologiji je malen, a povezuju se s kamencima, infekcijama (Polyoma virus — decoy stanice),
upalnim stanjima i promjenama povezanim s terapijom. Citologu je osobito zahtjevno
interpretirati spontano izmokreni urin koji je pacijent dao u kra¢em razdoblju nakon
instrumentiranja urotrakta te je zato, u cilju izbjegavanja lazno pozitivnih nalaza, nuzno
citologu dati informaciju o prethodno provedenim dijagnosti¢ko-terapijskim postupcima (14).
Lazno negativni nalazi ¢esto su posljedica neprisutnosti stanica u uzorku, $to je najcesce
slu¢aj kod spontano izmokrenog urina. Veliko ograni¢enje u postavljanju dijagnoze LGUN
predstavlja morfoloski izgled stanica tih lezija, koji je gotovo identiCan zdravim stanicama
prijelaznog epitela. Citolog Cesto, i kada postoje blage abnormalnosti, takve interpretira
utjecajem urina kao agresivnog medija na stanice, osobito ako iste dulje stoje u urinu i na taj

nacin propusti ispravno interpretirati promjene niskog stupnja.
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2. CILJ RADA

Cilj je ove studije:

1. uciniti usporedbu citoloske i patohistoloske dijagnoze kod ispitanika s patohistoloski
dokazanim karcinomom prijelaznog epitela niskog stupnja.

2. odrediti udio citoloski to¢no dijagnosticiranih patohistoloski dokazanih karcinoma
prijelaznog epitela niskog stupnja te udio lazno negativnih i lazno pozitivnih citoloskih
dijagnoza.

3. UCiniti reskrining dostupnih citoloskih uzoraka u cilju utvrdivanja mogucih propusta u
interpretaciji, uvazavajuci dijagnosticke kriterije definirane Pariskom klasifikacijom iz
2016. godine.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj studije

Ovo je retrospektivna poredbena studija (21).

3.2. Ispitanici

Retrospektivnom su studijom obuhvaceni ispitanici kojima je u vremenskom razdoblju
od 1.1.2006. godine do 31.12.2015. godine ulinjena patohistoloska dijagnostika lezije
prijelaznog epitela koja je histoloski kvalificirana kao karcinom prijelaznog epitela niskog
stupnja, uz uvjet da su u vremenskom rasponu od najduze godinu dana prije patohistoloske
verifikacije imali citoloSku pretragu urina (spontano izmokreni urin, urin dobiven
instrumentacijom).

Isklju¢ni kriteriji bili su: neadekvatan citoloski i/ili patohistoloski nalaz te postojanje
histoloski dokazane lezije visokog stupnja (invazivne/neinvazivne) u vremenskom razdoblju
od godine dana prije ili poslije verificirane lezije niskog stupnja. 1z studije je isklju¢eno 20
(15,9 %) ispitanika, od kojih 16 (12,7 %) zbog nemogucnosti verificiranja stupnja lezije iz
postojeceg nalaza (gradus II, §to moze biti i lezija visokog, kao i niskog stupnja), 2 (1,6 %)
ispitanika zbog postojanja verificirane lezije visokog stupnja u razdoblju od godinu dana od
postavljene patohistoloske dijagnoze niskog stupnja. Zbog nedovoljno precizno postavljene
patohistoloSke dijagnoze te u jednom slucaju zbog postojanja materijala neadekvatnog za
davanje podrobnijeg citoloskog misljenja, iskljuceno je jos 2 (1,6 %) ispitanika.

Uveden je sistem Sifriranja prema kojem nije mogucée utvrditi identitet osobe ¢iji su

anamnesticki podatci koriSteni U ovom istraZivanju.

3.3. Metode

Citoloski uzorci sedimentirani su i fiksirani na zraku i u 95 % alkoholu te bojani
metodom po May-Grunwald Giemsi i Papanicolaou u Klinickom zavodu za klinicku
citologiju Klini¢kog bolnickog centra Osijek. Histoloski nalazi ucinjeni su na Zavodu za
patoloSku anatomiju i sudsku medicinu Klinickog bolnickog centra Osijek. PatohistoloSka je

dijagnoza postavljena na bioptiCkom ili resekcijskom materijalu fiksiranom u formalinu i

8



3. Ispitanici i metode

uklopljenom u parafinske kocke. PatohistoloSka dijagnoza odredena je u skladu s trenutno

vaze¢om WHO klasifikacijom.
Za svakog ispitanika odredila se:
1. dob pri postavljanju patohistoloske dijagnoze.

2. citoloska dijagnoza (najteza ako ih ima viSe u vremenskom rasponu do godine dana prije
patohistoloske dijagnoze).

3. patohistoloska dijagnoza (najteza ako ih ima vise).

Citoloske su dijagnoze podijeljene u 6 kategorija: negativno (Slika 1.), atipija,
papilarna proliferacija, diskarioti¢ne stanice (Slika 2.), suspektno (Slika 3.) i maligno (Slika
4.).

Slika 1. Negativno — upala (preuzeto iz Slika 2. Diskarioticne stanice (preuzeto iz
arhive Klinickog zavoda za klinicku arhive Klinickog zavoda za klinicku
citologiju KBC-a Osijek, MGG, x100) citologiju KBC-a Osijek, MGG, x400 )



3. Ispitanici i metode

Slika 3. Suspektno na karcinom Slika 4. Karcinom prijelaznog epitela
prijelaznog epitela (preuzeto iz arhive (preuzeto iz arhive Klinickog zavoda za
Klinickog zavoda za klinicku citologiju klinicku citologiju KBC-a Osijek, MGG,
KBC-a Osijek, MGG, x400 ) x400 )

3.3.1. Bojanje po Papanicolaou

PAPA-test je metoda kojom se mogu otkriti premaligne (intraepitelne) lezije i
karcinomi u ranom stadiju kada su asimptomatski ili daju nespecifiéne simptome. Cijeli
dijagnosticki postupak obuhvac¢a uzimanje uzorka, pravljenje razmaza, tehnicku obradu
uzorka i mikroskopsku analizu. Glavni koraci u procesu bojanja metodom po Papanicolaou su
fiksiranje, bojanje jezgre, bojanje citoplazme i ¢iS¢enje. Prednosti bojenja po Papanicolaou
jasni su nuklearni detalji, ocuvana transparentnost citoplazme (i pri prisuthom preklapanju
stanica), mogucnost razlikovanja stupnja stani¢ne diferencijacije plocCastog epitela te
stabilnost bojanja nakon duzeg vremenskog razdoblja (22, 23).

Nakon uzimanja uzorka potrebno ga je odmabh fiksirati. Dobra fiksacija preduvjet je za
dobru citolosku dijagnozu. Ona ¢uva stanice od isuSivanja 1 skupljanja te omogucava jasno
bojanje i diferenciranje stanica. Ako se uzorak prekasno fiksira, na njemu ¢e se naci artefakti
koji onemogucuju to¢no postavljanje dijagnoze. Postoji nekoliko nacina fiksacije koji su
pogodni za bojanje uzorka metodom po Papanicolaou. Mokra fiksacija oznafava uranjanje
uzorka odmah nakon uzimanja u 95 % etanol (Slika 5.). Drugi je na¢in mokra fiksacija s
naknadnim suSenjem na zraku. Prvo se uzorak odmah nakon uzimanja uroni u 95 % etanol,

nakon toga se izvadi i ostavi da se osusi na zraku. Takav uzorak Salje se u laboratorij gdje se
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3. Ispitanici i metode

prije bojanja ponovno mora uroniti u 95 % etanol. Mogu se koristiti i razli¢iti komercijalni
spray fiksativi. To su vodeno-alkoholne otopine koje sadrze polietilen-glikol. Odmah nakon
uzimanja uzorka potrebno je na uzorak nanijeti spray fiksativ prema uputama proizvodaca. U
laboratoriju je ovako fiksirane uzorke potrebno prije bojanja uroniti u 95 % etanol. U

nedostatku ovih fiksativa kao sredstvo za fiksaciju moze posluziti i lak za kosu (24, 25).

Slika 5. Uranjanje uzoraka u 95 % alkohol
pri mokroj fiksaciji (iz arhive Klinickog

zavoda za Klinicku citologiju KBC-a Osijek)

Idu¢i je korak bojanje jezgre. Za to se koristi prirodna boja hematoksilin. Najcesce se
koristi Harris hematoksilin. Ova boja dobro prikazuje strukturu kromatina normalne ili
abnormalne stanice. Ona se veze za sulfatne skupine DNK molekule. Boja se ispire
destiliranom vodom i izbjeljuje 0,025 % otopinom HCI koja se takoder ispire (24, 25).

Bojanje citoplazme odvija se u dva koraka. Prvo se koristi monokromatska Orange
boja koja boja keratin narancasto. Na trzistu su dostupne Orange G koja keratin boja
Zuckasto-narancasto i Orange Il koja boja crvenkasto-naranc¢asto. Ovom bojom dobro se
prikazuje prisutnost parakeratoze, hiperkeratoze i keratiniziranih malignih stanica. Drugi je
korak bojanje citoplazme polikromatskom EA (eosin azure) bojom. Ona se sastoji od eozina,
svijetlo zelene i Bismarck smede boje. Eozin boja citoplazmu zrelih plocastih stanica,
nukleole i cilije ljubicasto. Svijetlo zelena boja boji citoplazme metabolicki aktivnih stanica u
plavo. Bismarck smeda ne daje karakteristicnu boju citoplazmi. Slijedi uranjanje u apsolutni
alkohol koji uzrokuje potpunu dehidraciju koja sluzi kao priprema za CiS¢enje uzorka (Slika
6.) (24, 25).
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Slika 6. Aparat za bojanje po Papanicolau (iz arhive Klinickog zavoda za
Klinicku citologiju KBC-a Osijek)

Zavrsni je korak ¢is¢enje uzorka za koje se koristi ksilol. Ksilol je bezbojan, kemijski
nereaktivan 1 ima gotovo isti indeks loma kao staklo. To je vazno zbog transparentnosti
uzorka tijekom mikroskopiranja. Nakon toga slijedi uklapanje. Koristi se ljepilo koje povezuje
staklo i pokrovnicu, ¢uva preparat od skvrcavanja i isusSivanja te sprjeCava oksidaciju i
blijedenje uzorka (Slika 7.) (24, 25).
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80% alkohol 70% alkohol 50% alkohol Destilirana voda ‘ Haris 1a
10 sek 10 sek 10 sek 7 min

' 70% alkohol +
Tekuéa voda HCl + tekuca voda Tekuéa voda 50% alkohol | amonijak
(14 ml HCI-1000 —— (15 ml amonijaka -
10 sek mlvode) 2 sek “ 10 sek 10 sek ‘ 1000 Tl') a|k:no|a)
sel

! z =
80% alkohol ‘ 96% alkohol ’ ~ 96% alkohol { 96% alkohol
= —

10 sek [ 10 sek 10 sek i 10 sek

96% alkohol Polychrom EA 31 ' 96% alkohol 96% alkohol 96% alkohol
10 sek 8min I 10 sek 10 sek ' 10 sek

Apsolutni Apsolutni Xylol + apsolutni
alkohol alkohol alkohol 1:1

10 sek 10 sek 10 sek

Slika 7. Shematski prikaz bojanja razmaza po Papanicolau (iz arhive Klinickog zavoda za
Klinicku citologiju, KBC Osijek)

3.3.2. Bojanje po May-Grunwald Giemsi

Bojanje po May-Griinwald Giemsi najcesce je bojanje koje se koristi u neginekoloskoj
citologiji.

Uzorke je potrebno suSiti najmanje dva sata, no ukoliko se radi o hitnom slucaju
uzorci se mogu osusiti i U roku od pola sata (ovisno o njihovoj debljini). Uzorci se nakon
fiksacije i suSenja na zraku slazu na stalak i zatim se preliju otopinom May-Grinwald Giemse
i tako se ostave tri minute (Slika 8.). Nakon tri minute uzorci se ispiru destiliranom vodom,
potom se dodaje razrijedena otopina MGG-a i tako se uzorci ostave 15 minuta. MGG se
razrjeduje u omjeru 7 ml MGG-a i 100 ml destilirane vode. Nakon 15 minuta uzorci se
ponovno ispiru destiliranom vodom, suhom krpom obriSe se viSak vode i uzorci se tako
ostavljaju da se do kraja osuse. Kada su se uzorci osusili, slijedi Sifriranje uzorka i potom su

uzorci spremi za mikroskopiranje.
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Slika 8. Bojanje po May-Grinwald Giemsi (MGG bojanje) (iz

arhive Klinickog zavoda za klinicku citologiju, KBC Osijek)

3.4. Statisticke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama.
Numericki podatci opisani su medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Normalnost
raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Razlike u dobi prema
citoloskoj dijagnozi testirane su Kruskal-Wallisovim testom. Sve su P vrijednosti dvostrane.
Razina znacajnosti postavljena je na Alpha = 0,05. Za statisticku analizu koristio se statisticki

program MedCalc (inacica 16.2.0, MedCalc Software bvba, Ostend, Belgija).
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4. REZULTATI

Studijom je obuhvaceno 126 ispitanika (74,6 % muskaraca i 25,4 % zena) koji su
imali patohistoloski verificiranu leziju prijelaznog epitela niskog stupnja u razdoblju od
sijeCnja 2006. godine do prosinca 2015. godine na Zavodu za patolosku anatomiju i
sudsku medicinu Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek, uz uvjet da su u razdoblju od najduze
godinu dana prije iste imali citoloSku pretragu urina u Klinickom zavodu za klinicku
citologiju u Osijeku.

Najmladi je ispitanik imao 29 godina, a najstariji 86. Znacajno su stariji ispitanici s
citoloskom dijagnozom karcinoma prijelaznog epitela, medijana 77 godina
(interkvartilnog raspona 63 — 81 godina) (Kruskal-Wallis test, P = 0,04). Citoloska je

dijagnoza atipije iskljuena u usporedbi jer istu ima samo 1 ispitanik. (Tablica 1.).

Tablica 1. Dob ispitanika s obzirom na citolosku dijagnozu (N=106)

: Meduan_ . Minimalna Maksimalna
(interkvartilni Pt
dob dob
raspon)
Negativno 63 (58 - 72) 29 79
Citoloska  Papilarna proliferacija 64 (55 - 73) 55 73
dijagnoza  Diskarioti¢ne stanice 63 (56 - 68) 49 71 0.04
Suspektno 73 (70 - 80) 67 86
Karcinom 77 (63 - 81) 62 81
prijelaznog epitela
Atipija (N =1) 79 - -

*Kruskal-Wallis test

Citoloske su dijagnoze podijeljene u 6 kategorija: negativan nalaz, atipija,
papilarna proliferacija, diskarioti¢éne stanice, suspektan nalaz i karcinom prijelaznog
epitela. Najvecu je ucestalost od citoloskih dijagnoza kod patohistoloSki dokazanih lezija
prijelaznog epitela niskog stupnja imao negativan nalaz, 87 (82,1 %) ispitanika. Nalaz je
atipije imao 1 (0,9 %) ispitanik, papilarna proliferacija pronadena je u 3 (2,9 %)
ispitanika, diskarioticne stanice u njih 5 (4,7 %), suspektan nalaz imalo je 5 (4,7 %)

ispitanika, koliko i nalaz karcinoma prijelaznog epitela (Tablica 2.).
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Tablica 2. Citoloske dijagnoze kod patohistoloski dokazanih karcinoma prijelaznog epitela

niskog stupnja

Citoloska dijagnoza N (%)
Negativno 87 (82,1)

Atipija 1(0,9)

Papilarna proliferacija 3(2,9)

Diskarioti¢ne stanice 5 (4,7)

Suspektno 5 (4,7)

Karcinom prijelaznog epitela 5(4,7)
Ukupno 106 (100)

Lazno negativnih dijagnoza bilo je 88 (83 %), jer za odredivanje istih negativnim
nalazima treba pribrojiti i atipiju, jer se ona odnosi na reaktivne promjene epitela i ne
zahtijeva urolosku obradu veé¢ samo citoloSku kontrolu.

Ukoliko za to¢no pozitivne nalaze uzimamo sve citoloske nalaze koji slijedom
daljnjeg dijagnosticko — terapijskog postupnika zahtijevaju daljnju urolosku obradu, udio
ispravno prepoznatih lezija niskog stupnja iznosi 17 %. Taj broj ukljucuje i dio lazno
pozitivnih dijagnoza ukoliko dijagnoze suspektno i karcinom prijelaznog epitela, slijedom

toga da njima citolozi podrazumijevaju lezije visokog stupnja, smatramo lazno pozitivnim
(Tablica 3).

Tablica 3. Citoloske dijagnoze kod patohistoloski dokazanih karcinoma prijelaznog epitela
niskog stupnja (grupirane dijagnoze)
Citoloska dijagnoza N (%)
Negativno + Atipija 88 (83)

Papilarna proliferacija + Diskarioti¢ne
stanice + Suspektno + Karcinom 18 (17)
prijelaznog epitela

Ukupno 106 (100)
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Ucinjen je reskrining dostupnih negativnih citoloskih uzoraka i jedne citoloSki
dijagnosticirane atipije u cilju utvrdivanja mogucih propusta u interpretaciji, uvazavajuci
dijagnosticke kriterije definirane PariSkom klasifikacijom iz 2016. godine. Medu
negativnim nalazima nije pronaden niti jedan propust u interpretaciji, dok je prijasnji
atipiCan nalaz razvrstan u negativne, jer PariSka Kklasifikacija reaktivne promjene
prijelaznog epitela svrstava u dijagnozu negativno na karcinom prijelaznog epitela
visokog stupnja, a te su promjene kad su bile izrazenije, u Klinickom zavodu za klini¢ku

citologiju KBC Osijek, do publikacije Pariske klasifikacije, opisivane atipijom.
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5. RASPRAVA

U Hrvatskoj se godiSnje prosjecno otkrije nesto vise od tisuéu slucajeva karcinoma
mokra¢nog mjehura te biljeZi otprilike 120 smrtnih sluéajeva. Dugotrajno prezivljavanje
moze se pripisati u¢inkovitom lije¢enju i bliskom nadziranju bolesnika s ve¢ postavljenom
dijagnozom u svrhu ranog otkrivanja recidiva. lako je 70 % tumora mokra¢nog mjehura
superficijalno ili minimalno invazivno i teoretski izljecivo, 50 - 70 % ovih pacijenata
imaju rekurentne ili nove tumore, a ¢ak tre¢ina njih viSeg je stupnja i/ili stadija. Ostalih 30
% inicijalno se prezentira muskularnom invazijom ili udaljenim metastazama. Sinkroni ili
metakroni tumori urotela mogu varirati u stadiju i stupnju kada se pojavljuju simultano.
Prisutnost karcinoma prijelaznog epitela niskog stupnja na jednoj lokaciji ne daje jamstvo
da se drugi tumor, mozda i viSeg stupnja, nece pojaviti u drugom podrucju. Zbog toga
citologija ima vaznu ulogu u prac¢enju ovih pacijenata (14).

Citologija urina jednostavna je, neinvazivna i bezbolna metoda, prihvatljiva za
bolesnike, a takoder nije financijski zahtjevna pa njezino ponovno koristenje (osobito kod
pracenja bolesnika), ne predstavlja opterecenje za zdravstveni sustav. Uspjeh i neuspjeh
citoloske dijagnostike urotelnih tumora mokra¢nog mjehura ovisi 0 morfologiji lezije. Tako
se jednostavna hiperplazija i papilarni urotelni tumori niskog stupnja, koji su karakterizirani
normalnim prijelaznim epitelom ili tek blagim abnormalnostima jezgre, ne mogu sa
sigurnos¢u citoloski dijagnosticirati (13). Citolosku je dijagnozu karcinoma prijelaznog
epitela niskog stupnja izuzetno tesko postaviti jer su tumorske stanice dobro diferencirane,
mogu pokazivati tek mali stupanj atipije i izrazito nalikuju stanicama normalnog prijelaznog
epitela. Nije ih uvijek moguée odvojiti od reaktivnih, regenerativnih i reparativnih promjena
(26).

Do izlaska Pariske klasifikacije nisu postojali jasni dijagnosti¢ki kriteriji za
postavljanje dijagnoze karcinoma prijelaznog epitela niskog stupnja pa je i to oteZavalo veé
vrlo zahtjevnu citolosku dijagnostiku ovog karcinoma. Prema Pariskoj klasifikaciji, karcinom
prijelaznog epitela niskog stupnja definiran je isklju¢ivo kao nalaz trodimenzionalnih
papilarnih nakupina stanica prijelaznog epitela koje su definirane kao nakupine stanica
prijelaznog epitela unutar kojih postoji preklapanje jezgara i stvaranje papila s
fibrovaskularnim centrom. Isto se gotovo nikada ne vidi kod spontano izmokrenog urina, a

-----

insuficijentna. Uzimajuci u obzir ta ogranicenja citomorfologije, cilj ove studije bio je odrediti
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udio citoloski to¢no dijagnosticiranih patohistoloski dokazanih karcinoma prijelaznog epitela
niskog stupnja, udio lazno negativnih dijagnoza te pokusati utvrditi bi li novi dijagnosticki
kriteriji dani Pariskom klasifikacijom poboljsali dijagnostiku ovih lezija.

Kao s$to je i ocekivano, rezultati su potvrdili visok udio citoloski neprepoznatih
karcinoma prijelaznog epitela niskog stupnja, 88 (83 %). Tu je uz negativne citoloSke nalaze
pribrojen i jedan nalaz atipi¢nih stanica, jer su one u osjeckom zavodu prije izlaska Pariske
klasifikacije, podrazumijevale reaktivne promjene na stanicama koje ne zahtijevaju daljnju
urolosku obradu ve¢ pracenje.

Sposobnost citopatologa da dijagnosticiraju LGUC jako je kontroverzna, Sto potvrduju
podatci u literaturi, gdje se osjetljivost citologije u detekciji LGUC-a krec¢e od 10 do 70 % (27
- 30). U te nize vrijednosti uklapaju se i rezultati naSe studije. Osjetljivost je promjenjiva i
ovisno o vrsti uzorka. Veliki dio publikacija odnosi se na uzorke dobivene instrumentacijom
¢ija je celularnost znatno veca, a posljedicno tome i sposobnost u dijagnostici ovih lezija.
McCroskey i suradnici (31) su, u studiji s ciljem utvrdivanja dijagnosti¢ke vrijednosti
citologije u dijagnostici LGUC-a na uzorcima dobivenim instrumentacijom, procjenjivali
slaganje medu promatracima koji su bili iskusni citopatolozi. Osjetljivost za LGUC varirala je
od 21 % do 53 %, a specifi¢nost od 81 % do 95 %. Raab i suradnici su jo§ 1994. godine (32)
zakljucili da su povecan N/C omjer, nepravilnost jezgrine membrane i homogenost
citoplazme tri kljuéna kriterija u dijagnostici LGUC-a. Upotrebljavajuéi te kriterije, autori su
mogli ispravno identificirati 46 % LGUC-a u ispircima mokra¢nog mjehura i samo 18,4 %
istih u slobodno izmokrenim urinima (32).

Udio laZzno negativnih nalaza lako smo odredili brojem negativnih 1 atipi¢nih nalaza,
ali postavlja se pitanje Sto tocno uvrstiti u izracun to¢no pozitivnih i laZzno pozitivnih nalaza,
jer se citolozi u osjeckom laboratoriju ne izjasnjavaju jasno o svojoj sumnji da se radi o
karcinomu niskog stupnja. Ako razmiSljamo na naéin da su svi to¢no pozitivni nalazi one
dijagnoze za koje citologija preporucuje daljnju uroloSku obradu, a to su papilarna
proliferacija, nalaz diskarioti¢nih i suspektnih stanica te nalaz karcinoma prijelaznog epitela,
onda je citologija ispravno prepoznala 17 % LGUC-a. No, ukoliko nalaz karcinoma
prijelaznog epitela, kojim citolozi predmnijevaju da se radi o karcinomu prijelaznog epitela
visokog stupnja, zajedno sa suspektnim nalazima ubrojimo u kategoriju lazno pozitivnih, kao
ispravno prepoznate kategorije mogli bismo shvatiti jedino dijagnozu papilarne proliferacije i
eventualno nalaz diskarioti¢nih stanica, kao neku neodredenu kategoriju. Papilarna
proliferacija dijagnosticirana je samo u 2,9 % slucajeva, §to citomorfolosku dijagnostiku

LGUC-a potvrduje kao vrlo zahtjevnu, tako da i iskusni citolozi ne mogu primjenom
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dostupnih kriterija pouzdano identificirati ve¢inu LGUC-a.

Isto je potvrdilo i ponovno pregledavanje dostupnih citoloskih uzoraka u pacijenata s
patohistoloski dokazanim LGUC-om, kada nije pronaden niti jedan uzorak kod kojeg bismo
primjenom dijagnosti¢kih kriterija PariSke Klasifikacije revidirali dijagnozu negativho u

LGUC.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

Kod ispitanika s patohistoloski dokazanim karcinomom prijelaznog epitela niskog stupnja,
negativan (benigno + atipija) nalaz dijagnosticiran je u 83 % slucajeva, nalaz papilarne
proliferacije u 2,9 % slucajeva, diskarioti¢ne stanice u 4,7 %, suspektna lezija u 4,7 %, a

karcinom prijelaznog epitela dijagnosticiran je u 4,7 % slucajeva.

Udio citoloski ispravno dijagnosticiranih patohistoloski dokazanih karcinoma prijelaznog
epitela niskog stupnja iznosi 2,9 %, odnosno 17 % slucajeva, kada pod to¢nu dijagnozu
ubrojimo 1 citoloSku dijagnozu diskarioti¢nih stanica, suspektnih lezija te karcinoma

prijelaznog epitela, jer iste zahtijevaju daljnju urolosku obradu.

Udio lazno negativnih citoloskih dijagnoza kod patohistoloski dokazanih karcinoma
prijelaznog epitela niskog stupnja iznosi 82,1 %, odnosno 83 %, ako negativnim
(benignim) citoloskim nalazima pribrojimo i nalaz atipi¢nih stanica, jer je to dijagnoza
kojom citolozi u Klinickom bolnickom centru Osijek podrazumijevaju reaktivne

promjene.

Udio lazno pozitivnih nalaza (ako se istima smatraju nalazi kod kojih citolozi sumnjaju na

leziju visokog stupnja) iznosi 9,4 %.

Reskriningom dostupnih negativnih citoloskih uzoraka i jedne citoloski dijagnosticirane
atipije, u cilju utvrdivanja mogucih propusta u interpretaciji, uvazavajuc¢i dijagnosticke
kriterije definirane PariSkom klasifikacijom iz 2016. godine, utvrdeno je da medu
negativnim nalazima nije pronaden niti jedan propust u interpretaciji, dok je prijasnji
atipi¢an nalaz svrstan u negativne, jer Pariska klasifikacija reaktivne promjene prijelaznog

epitela svrstava u dijagnozu negativno na karcinom prijelaznog epitela visokog stupnja.

Dijagnostika karcinoma prijelaznog epitela niskog stupnja citoloski je vrlo zahtjevna jer
su stanice morfoloski vrlo sli¢ne stanicama normalnog prijelaznog epitela. Osim toga, sve
do izlaska Pariske klasifikacije nisu postojali jasni dijagnosticki kriteriji za postavljanje
ove dijagnoze. PariSka je klasifikacija definirala karcinom prijelaznog epitela niskog
stupnja kao nakupine stanica prijelaznog epitela unutar kojih postoji preklapanje jezgara i

stvaranje papila s fibrovaskularnim centrom. Problem je uzorka spontano izmokrenog
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6.Zakljucak

urina §to u tim uzorcima citolozi gotovo nikada ne vide papile s fibrovaskularnim centrom
te je zbog toga citologija u dijagnostici ovih lezija insuficijentna, §to potvrduju i navedeni

rezultati.
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1. Sazetak

7. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA. Odrediti udio citoloski toéno dijagnosticiranih patohistoloski
dokazanih karcinoma prijelaznog epitela niskog stupnja te udio lazno negativnih
dijagnoza. Uc¢initi reskrining dostupnih citolo$kih uzoraka u cilju utvrdivanja moguéih

propusta u interpretaciji, uvazavajuci dijagnosticke kriterije PariSke klasifikacije.

USTROJ STUDIJE. Retrospektivna poredbena studija.

ISPITANICI | METODE. Studijom su obuhvaceni ispitanici kojima je od 2006. do 2015.
godine ucinjena patohistoloska dijagnostika lezije prijelaznog epitela niskog stupnja uz uvjet
da su u vremenskom razdoblju od najduze godinu dana prije patohistoloske verifikacije imali
citolosku pretragu urina. Iskljucni kriteriji bili su: neadekvatan citoloski/patohistoloski nalaz
te postojanje histoloski dokazane lezije visokog stupnja u vremenskom rasponu od godine

dana prije ili poslije verificirane lezije niskog stupnja.

REZULTATI. Kod ispitanika s patohistolosSki dokazanim karcinomom prijelaznog epitela
niskog stupnja negativan nalaz dijagnosticiran je u 82,1 % slucajeva, atipija u 0,9 %
slucajeva, nalaz papilarne proliferacije u 2,9 %, diskarioti¢ne stanice pronadene su u 4,7 %,
suspektna lezija u 4,7 % te karcinom prijelaznog epitela u 4,7 % slucajeva. Udio citoloski
ispravno dijagnosticiranih karcinoma prijelaznog epitela niskog stupnja iznosio je 17 %, kada
pod to¢nu dijagnozu ubrojimo nalaz papilarne proliferacije, diskarioti¢nih i suspektnih
stanica, te karcinoma prijelaznog epitela, jer isti zahtijevaju daljnju urolosku obradu. Udio
lazno negativnih nalaza iznosio je 83 % (ako negativnim nalazima pribrojimo i nalaz atipi¢nih

stanica). Reskriningom dostupnih citoloskih uzoraka nisu pronadeni propusti u interpretaciji.

ZAKLJUCAK. Citomorfologka je dijagnostika LGUC-a vrlo zahtjevna tako da i iskusni

citolozi ne mogu primjenom dostupnih kriterija pouzdano identificirati ve¢inu LGUC-a.

KLJUCNE RIJECI. Karcinom niskog stupnja; osjetljivost; prijelazni epitel; specifiénost
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8. Summary

8. SUMMARY

FALSE NEGATIVE AND FALSE POSITIVE CYTOLOGICAL DIAGNOSES OF

LOW GRADE UROTHELIAL NEOPLASMS

OBJECTIVE. To determine the proportion of cytologically correctly diagnosed
pathohistologically proven low-grade urothelial carcinomas and the proportion of false-
negative diagnoses. To perform the rescreening of available cytological specimens in
order to determine possible failures in interpretation, taking into account diagnostic
criteria of the Paris System for Reporting Urinary Cytology.

ORGANIZATION OF STUDY. Retrospective comparative study.

RESPONDENTS AND METHODS. The study included respondents who were
diagnosed with the pathohistological diagnosis of low-grade urothelial lesion in the period
from 2006 to 2015, provided that in the period of no longer than one year prior the
patohistological verification they had had a cytological urine analysis. Exclusion criteria
were as follows: inadequate cytological/pathohistological findings and the existence of
histologically proven high-grade lesion in the period of one year before or after a verified

low-grade lesion.

RESULTS. In case of respondents with pathohistologically proven low-grade urothelial
carcinoma, negative findings were diagnosed in 82.1 % cases, atypia in 0.9 % cases,
papillary proliferation findings in 2.9 % cases, dyskaryotic cells were found in 4.7 %
cases, suspicious lesion in 4.7 % cases and urothelial carcinoma in 4.7 % cases. The
proportion of cytologically correctly diagnosed low-grade urothelial carcinoma was 17 %,
if a precise diagnosis implies papillary proliferation findings, dyskaryotic and suspicious
cells findings and urothelial carcinoma findings, as they require further urological
analysis. The proportion of false-negative findings was 83 % (if atypical cells findings are
interpreted as negative findings). Rescreening of the available cytological specimens

showed no omissions in interpretation.
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8. Summary

CONCLUSION. Cytomorphological diagnostics of low-grade urothelial carcinoma are
very demanding; therefore even experienced cytologists are not able to reliably identify

most of the low-grade urothelial carcinomas using available criteria.

KEY WORDS. Low-grade carcinoma; sensitivity; transitional epithelium; specificity
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